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OZET

Hepatit C virusu (HCV) Flaviviridae ailesinin bir tyesi olup, RNA yapisindaki genom yiiksek derecede
degiskenlik gostermektedir. Filogenetik olarak altt major genotipi belirlenmistir ve her bir genotip farkli
alt tipleri icermektedir. Diinya genelinde HCV genotiplerinin dagiimi cografi olarak farklilik géstermekte-
dir. Viral genotip tayini antiviral tedavinin seciminde, tedavi siresi ve tedaviye yanitin takip edilmesinde
biylk éneme sahiptir. Bu calismada, Mersin ilinde HCV ile enfekte hastalarda HCV genotiplerinin dagi-
liminin belirlenmesi amaglanmistir. Calismaya, Mart 2010-Mayis 2012 tarihleri arasinda Mersin Universi-
tesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvarinda, anti-HCV (ELISA; Abbott Laborato-
ries, ABD) ve HCV-RNA (Cobas TagMan 48, Roche Diagnostic, ABD) pozitif olarak saptanan toplam 236
(137 kadin, 99 erkek; ortalama yas: 53.28 + 14.99 yil) kronik hepatit C'li hasta dahil edilmistir. HCV ge-
notip tayini, viral 5’-UTR bdlgesine ait amplifikasyon Grilinlerinden ters hibridizasyon temeline dayanan
ticari bir LiPA (Line Probe Assay; AMPLIQUALITY HCV-TS; AB Analitica, italya) kitiyle gerceklestirilmistir.
Genotiplemesi yapilan 236 hastanin %84.7 (n= 200)’si genotip 1b, %4.2 (n= 10)’si genotip 3a, %3.8
(n=9)'i genotip 1, %2.1 (n= 5)’i genotip Ta/1b, %2 (n= 2)'si genotip 4a, %1.7 (n= 4)’si genotip 1a,
%1.3 (n= 3)’l genotip 2b, %0.4 (n=1)'G genotip 2, %0.4 (n= 1)’l genotip 2a/2c ve %0.4 (n=1)"l ge-
notip 6 olarak bulunmustur. Genotip 1b ile enfekte olgularin cinsiyet dagilimlari ile serum alanin aminot-
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ransferaz (ALT) (kadinlarda 46.14 IU/L, erkeklerde 63.9 IU/L; p= 0.029) ve HCV-RNA (kadinlarda 634 x
103 IU/L, erkeklerde 20 x 10° IU/L; p= 0.005) diizeylerinin ortanca degeri arasinda istatistiksel olarak an-
lamli bir farkliik g6zlenmistir. Bu calisma, bolgemizdeki HCV genotip dagiimini yansitan ilk arastirmadir.
Kot prognozla iliskilendirilen ve Tiirkiye’de en ylksek prevalansa sahip olan genotip 1b, %84.7 oraniy-
la bolgemizde de en yaygin genotip olarak belirlenmistir. Ayrica, lilkemizde daha az siklikta rastlanilan
genotip Ta, 2b, 3a ve 4a’nin dislik oranlari ve yeni olarak belirlenen genotip 6'nin varligi gosterilmistir.

Anahtar s6zciikler: Hepatit C virus; genotip; LiPA; Mersin.

ABSTRACT

Hepatitis C virus (HCV) is a member of the Flaviviridae family and the RNA genome e x hibit high
genetic heterogeneity. Six major genotypes were phylogenetically determined and each genotype con-
tains different subtypes. The distribution of HCV genotypes varies geographically throughout the world.
Determination of viral genotype has great importance in the selection of antiviral therapy, treatment du-
ration and monitoring the response to treatment. The aim of this study was to determine the distributi-
on of HCV genotypes in Mersin province located at the Southern part of Turkey. A total of 236 patients
(137 females, 99 males; mean age: 53.28 + 14.99 years) with chronic HCV infection who were admit-
ted to Mersin University Hospital Microbiology Laboratory during March 2010-May 2012 period were
included in the study. The patients were anti-HCV (ELISA; Abbott Laboratories, USA) and HCV-RNA (Co-
bas TagMan 48, Roche Diagnostic, USA) positive. HCV genotype analysis was determined by using a
commercial LiPA kit (Line Probe Assay; AMPLIQUALITY HCV-TS; AB Analitica, Italy) based on the reverse
hybridization of amplification products of viral 5’-UTR region. Out of the 236 patients, genotype 1b was
observed in 84.7% (n= 200), genotype 3a in 4.2% (n=10), genotype 1 in 3.8% (n=9), genotype 1a/1b
in 2.1% (n=5), genotype 4a in 2% (n= 2), genotype 1a in 1.7% (n= 4), genotype 2b in 1.3% (n= 3),
genotype 2 in 0.4% (n= 1), genotype 2a/2c in 0.4% (n= 1) and genotype 6 in 0.4% (n=1). In the ca-
ses infected with genotype 1b, statistically significant differences were detected between gender distri-
bution with the mean serum ALT (46.14 IU/L in females, 63.9 IU/L in males; p= 0.029) and HCV-RNA
(634 x 103 IU/L in females, 20 x 10° IU/L in males; p= 0.005) levels. This was the first study that reflec-
ted the distribution of HCV genotypes in southern Turkey region. Genotype 1b, associated with poor
prognosis and which had the highest prevalence in Turkey, was also determined as the most common
genotype with a rate of 84.7% in our region. In addition, low rates of genotype 1a, 2b, 3a and 4a which
were identified with low frequency in our country and newly introduced genotype 6 were also demonst-
rated.

Key words: Hepatitis C virus; genotype; LiPA; Turkey.

GiRis

Hepatit C virusu (HCV) enfeksiyonu diinya genelinde 170 milyon insani etkilemekte
olup, kronik karaciger hastaligi, siroz ve hepatoseliiler karsinomanin en dnemli nedeni
olarak gésterilmektedir'. HCV enfeksiyonunun seroprevalansi Kuzey Amerika’da yaklasik
%1, Akdeniz ve Asya Ulkelerinde %3-4, Orta Afrika ve Misir'da %10-20 olarak bildirilmis-
tir’. Akut hepatit C enfeksiyonlarinin %70-80 oraninda kroniklesmesi ve cogunlukla
asemptomatik seyirli olmasi en 6nemli problemdir':

Flaviviridae ailesinin bir Gyesi olan HCV, pozitif polariteli, tek zincirli 9.6 kilobaz (kb)
biyiikligiinde RNA genomuna sahiptir?. Viral genom, yiiksek mutasyon orani ve yiiksek
derecede genomik heterojenite gostermekte olup, bu da tedavi etkinligi icin blyiik 6ne-
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me sahiptir*. HCV'nin filogenetik olarak alti majér genotipi belirlenmistir ve her bir ge-
notip yaklasik %20 oraninda dizi farkligi ile cesitli alt tipleri icermektedir>®. Molekiiler
epidemiyolojik calismalar diinya genelinde HCV genotipleri ile alt tiplerinin dagilimi ve
prevalansinin cografi olarak farkhlik gosterdigini, bazi genotiplerin degisik bolgelerde da-
ha baskin olarak gériildiigiini ortaya cikarmistir’-8. Ulkemizde ise HCV'li olgularda en sik
saptanan genotip, HCV genotip 1b’dir®'°.

Tedavi sureci, farkli genotipler icin degisken olabileceginden, tedavi dncesinde geno-
tiplerin belirlenmesi oldukca 6nemlidir. Bu calismada, Mersin ilinde HCV ile kronik ola-
rak enfekte hastalarda HCV genotip dagiliminin ve virusun molekiiler epidemiyolojisinin
belirlenmesi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, Mart 2010-Mayis 2012 tarihleri arasinda Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi,
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvarinda, anti-HCV (ELISA; Abbott Laboratori-
es, ABD) ve HCV-RNA porzitif olarak saptanan 137’si kadin, 99’u erkek toplam 236 kro-
nik hepatit C’li hasta (yas ortalamasi 53.28 £ 14.99; yas araligi: 8-85 yil) dahil edildi.

HCV-RNA izolasyonundan (MagNA Pure LC Total Nucleic Acid Isolation Kit, Roche)
sonra, viral yuk tayini COBAS TagMan 48 (Roche Diagnostic, ABD) prosediiriine gore
“real time” polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) teknigiyle gerceklestirildi. HCV geno-
tiplerinin belirlenmesi, COBAS TagMan RT-PCR ile elde edilen viral 5’-UTR bélgesine ait
amplifikasyon uriinlerinin, naylon stripler tizerine sabitlenmis HCV genotiplerine 6zgdil
oligoniuikleotid problariyla ters hibridizasyonu temeline dayanan ve “line prob assay” (Li-
PA) olarak adlandirilan, AMPLIQUALITY HCV-TS (AB Analitica, Italya) kitiyle gerceklesti-
rildi. Bu yontemde, altt major HCV genotipinin hepsi ve belli basli HCV alt tipleri (1, 1a,
1b, Ta/1b, 2, 2a/2c, 2b, 3, 3a, 4, 4a, 5a, 6, 6a veya 6b) saptanabilmekte olup, Uretici
firma testin tanisal duyarlihgini %98.1, 6zgilligind ise %100 olarak vermektedir.

istatistiksel analizler, SPSS v.11.5 paket programiyla “Independent Samples t test” ve
“Mann-Whitney U test” kullanilarak yapildi. p< 0.05 degeri anlaml kabul edildi.

BULGULAR

Calismaya dahil edilen 137 kadin hastanin yas ortalamasi 53.28 + 14.99 (yas arahg::
8-85) yil, 99 erkek hastanin yas ortalamasi ise 51.97 + 15.70 (yas arahgi: 17-76) yil ola-
rak belirlenmis ve gruplar arasindaki fark anlamli bulunmamistir (p= 0.253).

Hastalarin ALT diizeylerinin ortanca degeri 49.71 IU/L (aralik: 7.9-1442.5 1U/L), AST
diizeylerinin ortanca degeri ise 48.60 IU/L (aralik: 13.2-1614.6 IU/L) olarak hesaplanmis-
tir. Kadinlarda saptanan ALT duzeylerinin (ortanca: 46.17; aralik: 7.9-1442.5 1U/L) erkek-
lerde saptanan degerden (ortanca: 65.36; aralik: 15.4-1254.0 1U/L) daha dustik oldugu
(p= 0.004), ancak AST duzeylerinin anlamli bir fark gostermedigi (kadinlarda ortanca:
45.55, arahk: 13.2-1587.5 IU/L; erkeklerde ortanca: 49.0, aralk: 14.7-1614.6 IU/L; p=
0.226) izlenmistir.
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Hastalarin HCV-RNA diizeylerinin ortanca dederi 754 x 103 IU/L (aralik: < 15-342 x
10° IU/L) olup, bu deger kadinlarda 59 x 10* IU/L (aralik: < 15-342 x 10° IU/L), erkek-
lerde ise 10° x 10* IU/L (aralik: < 15-288 x 10° 1U/L) olarak belirlenmistir (p= 0.019).

Genotiplendirme calismasinda, kronik hepatit C hastalarinin %92.3 (218/236)'linde
genotip 1, %4.2 (10/236)'sinde genotip 3, %2.1 (5/236)'inde genotip 2, %0.8
(2/236)'inde genotip 4 ve %0.4 (1/236)'linde genotip 6 saptanmistir (Tablo I). Hasta-
larda en sik rastlanilan alt tip ise %84.7 oraniyla genotip 1b olmustur (Tablo I). Genotip
1 icindeki alt tiplerin dagilimi incelendiginde; 1, 1a ve Ta/1b tiplerinin kadin ve erkek-
lerde benzer dagihm gosterdigi, ancak genotip 1b'nin kadinlarda daha sik, genotip 1b
disindaki diger alt tiplerin ise erkeklerde daha fazla oranda gorildigu belirlenmistir.

Genotip 1b olarak belirlenen 200 hastanin, 126’si kadin (yas ortalamasi: 54.85 +
14.15 yil) ve 74’0 erkek (yas ortalamasi: 55.41 + 12.86 yil) olup, gruplarin yaslar arasin-
daki fark anlamli degildir (p= 0.782). ALT diizeylerinin ortanca degeri kadinlarda 46.14
IU/L, erkeklerde 63.9 IU/L olarak belirlenmis ve aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bu-
lunmustur (p= 0.029). AST diizeylerinin ortanca dederi ise cinsiyetler arasinda fark gos-
termemistir (kadinlarda 45.6 1U/L, erkeklerde 51.1 IU/L; p= 0.263). Genotip 1b ile en-
fekte olgularda HCV-RNA diizeylerinin ortanca degeri 786 x 10 IU/L (aralik: < 15-342 x
10° 1U/L) olup, kadinlarda 634 x 10% IU/L (aralik: < 15-342 x 10° IU/L), erkeklerde 20 x
10° IU/L (aralik: 2030-205 x 10° 1U/L) olarak belirlenmis ve bu fark istatistiksel olarak an-
lamli bulunmustur (p= 0.005).

TARTISMA

HCV genotiplerinin belirlenmesi, antiviral tedavinin seciminde, tedavi siresi ve teda-
viye yanitin takip edilmesinde biyik 6neme sahiptir. Glinimiizdeki tedavi, peg-interfe-
ron ve ribavirin kombinasyonunu icermekte olup, genotip 1 ve 4 ile enfekte hastalarda
tedaviye yanit ve tedavi basari orani genotip 2 ve 3’ten daha dustk ve tedavi suresi da-
ha uzundur. Bu sebeple farkli tedavi siire ve doz ayarlamasi gerektirmektedir®. Bu dog-
rultuda HCV genotiplerinin belirlenmesi, dnemli epidemiyolojik ve terapétik bilgi sagla-
maktadir.

Tablo I. HCV Genotip ve Alt Tiplerinin Dagilmi

Genotip 1 Genotip 2 Genotip Genotip Genotip Toplam
Cinsiyet 1 1a 1b 1a/1b 2 2b 2a/2c 3a 4a 6 n (%)
Erkek 6 3 74 3 1 3 0 8 0 1 99
n (%) (66.7) (75) (37) (60) (100) (100) (80) (100) (41.9)
Kadin 3 1 126 2 0 0 1 2 2 0 137
n (%) (33.3) (25) (63) (40) (100) (20) (100) (58.1)
Toplam 9 4 200 5 1 3 1 10 2 1
n (%) (3.8) (1.7) (84.7) (2.1) (0.4) (1.3) (0.4) (4.2) (0.8) (0.4) 236
218 (92.3) 5(2.1) 10(4.2) 2(0.8) 1(0.4) (100)

HCV: Hepatit C virusu.
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Yapilan bu calismada, Mersin ilinde HCV genotip dagilimlarinin saptanmasi amaclan-
mistir. Yaptigimiz genotiplendirme calismasi sonucunda, 236 hastanin 200 (%84.7)Gn-
de HCV genotip 1b tespit edilmis olup dagilimin biylk bolimind olusturmustur. Geri
kalan hastalarin 10 (%4.2)’'unda genotip 3a, 9 (%3.8)'unda genotip 1, 5 (%2.1)’inde
genotip 1a/1b, 4 (%1.7)'linde genotip 1a, 3 (%1.3)'tinde genotip 2b, 2 (%0.8)’sinde
genotip 4a, 1 (%0.4)’'inde genotip 2, 1 (%0.4)'inde genotip 2a/2c ve 1 (%0.4)'inde ge-
notip 6 tespit edilmistir (Tablo I). Tirkiye’de yapilan benzer calismalarda da HCV geno-
tip 1b en yaygin genotip olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Tablo Il). Genotip 1b olgularinin
cinsiyet dagihmlari ile serum ALT ve HCV-RNA dUzeylerinin ortanca degeri arasinda ista-
tistiksel olarak anlamli bir farkhlik gézlenmistir (p< 0.05).

Ulkemizde yapilan HCV genotiplendirme calismalarinda, genotip 1b’den sonra en sik
genotip 1a’nin gorildigu ve yillar icinde baskin tipten sonra, genotip 2, 3 ve 4’Un da-
ha az rastlanilan degisik oranlarda oldugu dikkati cekmektedir®'” (Tablo Il). Genotip 1b
disindaki tiplerin oranlarindaki farkhhk, kullanilan yontemlerin farkli olmasindan veya
bolgesel farkliliklardan kaynaklaniyor olabilir. Yaptigimiz calismada genotip 1b’den son-
ra ikinci baskin tip, %4.2 oraniyla genotip 3a’dir. Calismada bir olgudaki genotip 6 ise
ilk defa belirlenmistir ve Turkiye’de onceki calismalarda bildirilmemistir. Bu genotipin
Giineydogu Asya’da daha yaygin olarak goriildigi belirtilmektedir’. Genel popiilasyon-

Tablo II. Tiirkiye’de HCV Genotiplerinin Dagilimi

Genotip (%)

Arastirici Yil Bolge Yontem 1b Ta 2 22 3 3a 4 4a
Abacioglu ve 1995 izmir PCR-RFLP 753 19.1 34 2.2
ark.’
Bozdayi ve 2004 Cok PCR-RFLP 84 11 3 1 1
ark.'0 merkezli
Cil ve 2007 Gilineydogu DNA dizi 72.8 22.7 4.5
ark." Anadolu analizi
Ozbek ve 2009 Diyarbakir  INNO-LiPA  87.8 2.7 2.7 27
ark.'? HCv 1l
Sanhidag ve 2009  Manisa DNA dizi 90 2 2 5
ark.!? analizi
Celik ve 2010 Sivas HCV-PM 88.2 89 112 1.7
ark.™* BIO (LiPA)
Kalayci ve 2010 Afyon DNA dizi 63.3 20 13.3
ark.' analizi
Aktas ve 2010 Zonguldak Versant HCV 97.4 2.6
ark.'® Genotype
Assay (LiPA)
Karshgil ve 2011 Gaziantep  DNA dizi 78.4 9.8 7.8 2
ark."” analizi

HCV: Hepatit C virusu.
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daki enfeksiyon orani ve yeni ortaya ¢ikan olgular, son yillarda HCV enfeksiyonunun epi-
demiyolojisindeki belirgin degisiklikleri géstermektedir. Ozellikle farkli HCV genotipleri-
nin diinyada degisik cografi bolgelere girisinin seyahat ile mimkin olabilecegi belirtil-
mektedir®.

HCV genotiplerinin belirlenmesinde standart referans ve en kesin yontemin, HCV
NS5, kor, ET ve 5’-UTR bodlgelerinin DNA dizi analizi ve sonrasinda yapilan filogenetik
analiz oldugu belirtilmektedir®. Diger PCR tabanli yéntemler; tipe 6zg(il primerler ile di-
rekt amplifikasyon, PCR urdnlerinin restriksiyon enzimleriyle kesimi ve cesitli DNA hibri-
dizasyon teknikleridir. HCV'nin molekiiler epidemiyolojik calismalarinda kullanilan bu
yontemler, major genotip gruplarini dogru olarak belirleyebilse de, alt tipler arasinda ayi-
rici gliclerinin filogenetik analiz kadar etkili olmadig ifade edilmektedir®.

Sonug olarak bu ¢alisma, bélgemizdeki HCV genotip dagilimini yansitan ilk arastirma-
dir. Ulkemizde kronik hepatit C'nin tedavisinde, tedaviye baglama veya hasta yénetimiy-
le ilgili HCV genotiplerinin belirlenmesi kriteri bulunmaktadir. K6t prognozla iliskilendi-
rilen ve Turkiye'de en ylksek prevalansa sahip genotip 1b, %84.7 oraniyla bolgemizde
de en yaygin genotip olarak tespit edilmis ve bu sonucun bolgemizde kronik hepatit C’li
hastalara karsi klinik yaklasima katkida bulunacagi dusiinilmustir. Ayrica calismamizda,
llkemizde daha az siklikta rastlanilan genotip Ta, 2b, 3a ve 4a’nin dustik oranlariyla ye-
ni olarak belirlenen genotip 6'nin varligi gosterilmistir.
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